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(57) Abstract: The invention relates to novel 
chromogenic enzyme substrates which are 
used to detect aminopeptidase activity in 
micro-organisms or to determine whether at 
least one bacterium belongs to the Gram-positive 
group or the Gram-negative group according to 
the colour thereof. The invention also relates 
to culture media containing such substrates, 
the use of said substrates or media for the 
detection of aminopeptidase activities and/or the 
differentiation of Gram-positive bacteria in relation 
to Gram-negative bacteria and use methods thereof. 
The aforementioned novel substrates have the 
following formula, wherein: R x is nothing or an 
alkyl, allyl, aryl group; R 2 is formed by at least one 
amino acid, preferably alanine; R 3 , R^, R 5 and 
are formed independently of one another by H- or 
-O-alkyl, preferably -OCH 3 ; R 7 is formed by H, 
0-CH 3 , alkyl or halogen; Rg is formed by H or CI; 
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^-«-"3. n^yi w uaiugen; Kg is roi 

and n is an integer corresponding to 0 or 1. The invention is particularly suitable for use in the field of diagnostics 

(57) Abrege : La pnJsente invention concerne de nouveaux substrats chromogdniques enzymatiqucs pour la detection chez des mi 
cro-organismes d'une activite aminopeptidase ou pour definir l'appartenance d'au moins une bacterie au groupe des Gram positifs ou 
des Gram negatifs selon sa coloration, ^invention concerne egalement des milieux de culture contenant de tels substrats, luiilisation 
des substrats ou des milieux pour la detection d'activites aminopeptidases et/ou la differentiation de bacteries a Grain positif par 
rapport a des bactenes a Gram negatif et des procedes d'utilisation. Ces nouveaux substrats ont la formule suivante danslaquelle 
R, est nen ou un groupement alkyle, allyle, aryle, R 2 est constitue par au moins un acide amine, pnSferentiellement alanine R 3 R.' 
R 5 et R6 sont const.tues independamment l'un de l'autre par H- ou -O-alkyle, preferentiellement -O-CH3, et R 7 est constitue par H 
0-CH 3 , alkyle ou halog&ne, Rg est constitue par H ou CI, et n est un chiffre entier correspondant a 0 ou 1. L'invention trouve une 
application preferentielle dans le domaine du diagnostic. 
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SUBSTRATS ENZYMATIQUES, MILIEUX DE CULTURE LES CONTENANT UTILISATION pottp 



La presente invention conceme de nouveaux substrats enzymatiques chromogenes 
5 pour la detection d'activite aminopeptidase. Ces substrats sont utilisables dans les applications 
(important une etape d'hydrolyse enzyrnatique produisant un signal physico-chimique 
notamment en nricrobiologie, biochimie, immunologic, biologie noleculaire, histologie, etc. 
L'invention conceme egalement des milieux de culture contenant de tels substrats, ^utilisation 
des substrats ou des milieux pour la detection d'activites aminopeptidases et/ou la 
10 differentiation de bacteries a Gram positif par rapport a des bacteries a Gram negatif et des 
precedes d'utilisation. 

Comparativement aux substrats existants, la plupart fluorig&nes, ces nouveaux 
substrats peuvent etre utilises notamment en milieux gelifies pour la detection de micro- 
organismes car ils produisent une coloration ne difiusant pas dans le milieu reactionnel done 
15 coscentree au niveau des colonies. 

Des substrats chromogeniques enzymatiques pour la detection d'activite 
aminopeptidase ne difiusant pas sont decrits et deja connus de l'etat de la technique. Ainsi, de 
tels substrats sont converts par les demandes de brevet WO-A-98/04735 et WO-A- 
99/38995 d6pos6es par la Demanderesse. Neanmoins, ces substrats presentent differents 
20 inconvenients : leur synthese est difficile, la purete est r&hiite et les rendements faibles. De 
pius, pour une utilisation en milieux de culture, il faut definir une composition de milieu ties 
precise pour observer une couleur. Aucun des autres substrats actuellement dterits ne peut 
etre utilise en milieux solides pour la detection de micro- organismes en cultures mixtes. 

D'autre part, des mol6cules a base d'acridine sont connues. Elles sont utilises pour : 
25 • leurs propri&6s de colorant, voir par exemples Rapposch S. et al J. Dairy Sci. 2000 Dec 
; 83 (12) : 2753-2758, ou bien par exemple Giorgio A. et al Microbiologica 1989 Jan ; 
12(1): 97-100, 

* 1«urs propriety chimioth&apeutiques, par exemple Costes N. et al J. Med. Chem. 2000 
Icn 15 ; 43 (12) : 2395-2402, ou 
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• effectuer des intercalations dans l'ADN, par exemples Okwumabua O. et al Res. 

Microbiol. 1992 Feb ; 143 (2) : 183- 189 ou encore par exemple Schelhorn T. et al Cell 

Mol. Biol. 1992 Jul ; 38 (4) : 345-365. 

Le brevet EP-B-0.270.946 propose des substrats enzymatiques chromogeniques a 
base d'acridinone, qui est un deriv6 de Facridine. Le radical, qui peut etre clive par une 
enzyme, est present au niveau de la position 7 du groupement acridine. Sa structure ne pennet 
la revelation que des activites enzymatiques suivantes : esterases et glycosidases. 

Confonnement a la presente invention, il est proposfi de nouveaux substrats 
chromogeniques enzymatiques pour la detection chez des micro- organismes d'une activite 
aminopeptidase ou pour definir Pappartenance d'au moins une bacterie au groupe des Gram 
positifs ou des Gram negatifs selon sa coloration. L'invention conceme egalement des milieux 
de culture contenant de tels substrats, Futilisation des substrats ou des milieux pour la 
detection d'activites aminopeptidases et/ou la differentiation de bacteries a Gram positif par 
rapport k des bacteries a Gram n6gatif et des precedes d'utilisation 

A cet efifet, la pr&ente invention conceme des substrats chromogeniques 
enzymatiques pour la detection chez des micro- organismes d'une activite aminopeptidase ou 
pour definir Fappartenance d'au moins une bact&ie au groupe des Gram positifs ou des 
Gram n6gatifs selon sa coloration. Us ont la formule (T) suivante : 




dans laquelle : 

• Ri est rien ou un groupement alkyle, allyle, aiyle, 
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• R 2 est constitue par au moins un acide amine, preferentieDement alanine, 

• R 3 , R), R 5 et Rj sont constitues independamment l'un de l'aulre par B ou -O-alkyle, 
pi&erentiellement -O-CH3, 

• R 7 est constitue par H,0-CH 3 , alkyle ouhalogene, 

• Rs est constitue par HouCL et 

• n est un chiffie entier correspondant a 0 ou 1 . 

Selon l'invention, on entend notamment par aryle un noyau aromatique en Q-C, 0 , 
notamment phenyle, ben2yle, 1-naphtyle ou 2-naphtyle. 

On entend par alkyle un alkyle en C,-C 6 , a savoir un alkyle droit ou ramifie ayant de 
1 a 6 atomes de carbone. A titre d'exemple, on peut citer le methyle, l'ethyle, le propyle, 
l'iso-propyle, le butyle, le t-butyle, le pentyle, l'iso-pentyle et l'hexyle. 

Par atome d'halogene, on entend le cMore, le brome, l'iode et le fluor. 

Les acides amines utilises dans l'invention sont tout acide amine connu de l'homme du 

metier. 

Par au moins un acide amine, on entend un ou plusieurs acides amines. 
Selon un mode de realisation de l'invention, R represente un acide amine ou un 
peptide ayant au plus 10 acides amines dans lequel les acides amines sont identiques ou 
diflerents. De preference, pour une question de cout du substrat, A represente un acide amine 
ou un peptide ayant au plus 4 acides amines dans lequel les acides amines sont identiques ou 

ues. 



Le ou les acides amines R peuvent 6tre couples a un agent de blocage, ce qui 
constitue un autre mode de realisation de l'invention. 

Ces agents de blocage comprennent tout agent de blocage connu de l'homme du 
metier qui est capable de proteger les amines. A titre d'exemple, on peut citer le t- 
butoxycarbonyle (N-tBOQ, le 9-fluorenyloxycarbonyle, un agent de solubilisanon tel que le 
succinyle, ou bien un acide amine non metabolisable, c'est-a-dire non naturel, tel que l'acide 
pipecolique. 

Selon un mode de realisation, le substrat a la formule (la) suivante : 
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ouil alafbrmule (lb) suivante : 




Selon un autre mode de realisation, le substrat repond a la formule (I) cirdessus dans 
laquelle Rj est un groupement methyle ou aflyle, 

Selon encore un autre mode de realisation, le substrat repond a la fonnule (I) ci- 
dessus dans laquelle R, est un groupement alkyle, de preference methyle, ou un groupement 
allyle, R est au moins un acide amin6, eventuellement bloque avec un agent de blocage, de 
presence au moins une alanine, R3, R,, R5, Rg, R 7 et Rg sont H, et n est 0 ou 1 . 

Selon encore un autre mode de realisation, le substrat a la formule (Ic) suivante : 




WO 2004/069804 



PCT/FR2004/050031 



5 




Les composes de l'invention peuveat etre pr6par6s en fonction de la valeur de n, 
comme suit : 

(1) Quand n=0, on met a reagir avec de l'acridine cMorhydrique appropriee (Rg est H ou CI) 
avec de l'aniline appropriee (R 3 , R,, R 5 e t Rj etant tels que definis precedemment) et du 
soufie pour obtenir la 9-(4-amirK)phenyl)acridine appropriee. Cette demiere est ensuite raise 
a reagir avec au moins un acide amine couple a un agent de blocage et le compose obtenu est 
eventuellement deprotege pour separer I'agent de blocage du compose de l'invention. 
Lorsqu'on veut obtenir un compose pour lequel l'azote en position 10 est quartemise, on met 
a reagir le compose obtenu avec un XR, dans laquelle X est un halogene et R, est tel que 
defini precedemment, et 

(2) Quand n=l, on met a reagir de la 9-methylacridine, preparee selon la methode de 
CampbeU et al. (1958, supra), ou de la 9-chloroacridine, preparee selon la methode de 
Lehmstedt et Schrader (Albert, 1966, supra), avec dumtobenzaldehyde approprie (R 3 , R,, 
Rs et Rs 6tant tels que definis precedemment) et du chlorure de zinc pour preparer de la 9-(4- 
nitrosryryl)acridine appropriee. Le groupement nitro est ensuite reduit soit par du chlorure 
d'etain (II) dans un melange d'ac6tate d'6%le et d'elhanol, soit par du borhydrate de sodium 
et de l'acetylacetonate de cuivre, pour obtenir la 9-(4-aminostyryl)acridine. Cette demiere est 
ensuite mise i reagir avec au moins un acide amine couple 4 un agent de blocage et le 
compose cbtenu est 6ventuellement deprotege pour separer I'agent de blocage du compose 
de 1'inventioa Lorsqu'on veut obtenir un compose pour lequel l'azote en position 10 est 
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quartemise, on met a reagir le compose obtenu avec un XR, dans laqueUe X est un haJogdne 
et Ri est tel que defini precedemment 

L'invention conceme egalement un milieu de culture utilisant au moins un substrat 
chromogenique enzymatique, tel que decrit ci-dessus, seul ou en combinaison avec au moins 
un autre substrat enzymatique specifique <f une activity enzymatique different© d'une activite 
de celle detectee par le substrat selon 1'inventiorL 

En effet, lorsque des microorganismes exprimant une activite peptidase sont 
ensemences dans un milieu reactionnel contenant les composes de l'invention, il se produit une 
coloration ne diffusant pas dans le milieu reactionnel, et done concentre au niveau des 
colonies. 

Par milieu reactionnel selon l'invention, on entend un milieu pennettant le 
developpement d'au moins une activite enzymatique d'au moins un microorganisme. 

Ce milieu reactionnel peut soit servir uniquement de milieu de revelation, soit de milieu 
de culture et de revelation. Dans le premier cas, la culture des microorganismes est effectuee 
avant ensemencement et, dans le deuxieme cas, le milieu reactionnel constitue 6galement le 
milieu de culture. 

Le milieu reactionnel peut etre solide, semi-solide ou Hquide. Par mflieu solide, on 
entend par exemple un milieu geiifie. 

Preferentiellement, ce milieu est constituS par un milieu geiifie. 

L'agar est 1'agent gelifiant traditionnel en mictobiologie pour la culture des 
microorganismes, mais il est possible d'utiliser de la gelatine ou de r agarose. Un certain 
nombre de preparation sont disponibles dans le commerce, comme par exemple l'agar 
Columbia, la gelose Trypcase-soja, la gelose Mac Conkey, la gelose Sabouraud ou plus 
generalement celles d&rites dans le Handbook of Microbiological Media (CRC Press). 

La quantity d'agar dans le milieu reactionnel est de 2 a 40g/l et de preference de 9 a 

25&L 

Les substrats enzymatiques de l'invention sont utilisables dans une large gamme de 
pH, notamment entie pH 5,5 et 10. 

La concentration de substrat enzymatique de l'invention dans le milieu reactionnel est 
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comprise entre 0,025 et 1,0 g/l et, avantageusement, ele est de 0,3 g/L En effet, k cette 
concentration de substrat, on obtient un meilleur contraste de coloration. 

Le milieu reactionnel peut comprendre au moins un autre substrat specifique d'une 
activit6 enzymatique differente de ceUe detectee par le substrat selon l'invention. L'hydrolyse 
enzymatique du ou des autres substrate g£n£re un signal detectable, different du signal detecte 
par le substrat de l'invention, comme par exemple des produits colores ou fluorescente 
differente, pour permettre la mise en evidence comme la detection et/ou Tidentification et/ou la 
quantification d'un ou plusieurs microorganismes. 

A titre d'autre substrat specifique, on peut utiliser tout autre substrat classiquement 
utilise dans la detection des microorganismes. 

La concentration de 1'autre substrat enzymatique sp&afique est gen&alement 
comprise entre 0,01 et 2g/l. L'homme du metier pourra determiner facilement une telle 
concentration en fonction du substrat utilise. 

Le milieu reactionnel peut Sgalement comprendre un ou plusieurs elements en 
combinaison, tels que des acides amines, des peptones, des hydrates de carbone, des 
nucleotides, des minfraux, des vitamines, des antibiotiques, des tensioactifs, des tampons, des 
sels de phosphate, d'ammonium, de sodium, de m&aux. Des exemples de milieux sont decrits 
dans les demandes de brevet de la Demanderesse, EP 656 421 et WO99/09 207. 

Les substrate enzymatiques et milieux reactionnels de l'invention sont done utiles dans 
le diagnostic de microorganismes a activity peptidase. 

Ainsi, la presente invention a trait Sgalement a l'utilisation des substrate 
chromog&iiques enzymatiques, tels que decrits ci-dessus, ou d'un milieu de culture, Sgalement 
decrit ci-dessus, pour la detection chez des micro-organismes d'au moins une activite 
aminopeptidase. 

La pr&ente invention a toujours pour objet Utilisation des substrate chromogeniques 
enzymatiques, tels que decrits ci-dessus, ou d'un milieu de culture, 6galement decrit ci-dessus, 
pour s6parer les bact&ies k coloration k Gram positif des bact&ies a coloration a Gram 
ncgatif 
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L'invention concerne enfin un precede pour la detection chez des micro-organismes 
d'au moins ime activity aminopeptidase, ce precede consiste a : 

• disposer d'un milieu de culture, tel que d£fini precedemment, 

• ensemencer le milieu avec un echantillon biologique a tester, 

• laisser incuber, et 

• reveler la presence d'au moins une activite aminopeptidase seule ou en combinaison avec 
au moins une autre activite enzymatique differente. 

L'invention concerne aussi un autre precede pour la differentiation chez des bacteries 
de leur appartenance aux germes du type Gram positif ou aux germes du type Gram negatif, 
ce precede consiste a : 

• disposer d'un milieu de culture, tel que defini precedemment, 

• ensemencer le milieu avec un echantillon biologique a tester, 

• laisser incuber, et 

• reveler la presence d'au moins une coloration synonyme de la presence de germe(s) du 
type Gram negatif. 

Quel que soit le precede utilise, lorsque l'azote en position 10 du groupement acridine 
n'est pas quaternise, la revelation de la presence d'au moins une activite aminopeptidase est 
realisee par l'ajout d'acide, preferentiellement d'acide chlorhydrique, d'acide acetique ou 
d'acide citrique, sur la culture. Par quaternise, il faut comprendre que l'azote en position 10 
du groupement acridine est tetravalent, e'est-a-dire qu'il est U par trois liaisons classiques 
avec le cycle phenyle et une liaison complements avec un radical, de sorte que ledit atome 
d'azote est porteur d'une charge positive et est done cationique. Dans ce cas, la molecule est 
sous la forme d'un seL par exemple un sel de chlorate, bromure ou trifluoroacetate. 

Toutes les reactions, qui vont etre decrites ci-dessous dans les exemples, ont ete 
suivies en chromatographie sur couche mince (CCM) et les structures des produits ont ete 
confirmees par spectrometrie de masse (MS) et resonance magnetique nucleaire (RMN). 
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Exemple 1 : Revelation de l'activite LAfanrne-ammopeptidase de micm-Qr ^aniom^ cn- 
milieu gfli fie a Taide de substrats nog quaternises : 
1.1: MolegJ_^__ut^j§es_: 

On a realist un 6tude comparative de deux substrats a base d'acridine la 
I^Alan)d-9-(4-aminostyryl)acridine, ciraprds reference I^Ala-4-ASA, et la I^Alanyl- 
aminophenylacridine (substrats non quatemises), ci-apres referencee L-Ala-APA, de 
formules respectives : 




I^Alanyl-aminophmylacridine I^Alan^-9-(4-aminostyiyl)aOTdiDe 
1-2 ^S^th^d^OTtettate: 

1.2.1 : Synthese de la L-Ala-4~ASA : 
Cette synthase s'effectue en plusieurs etapes. 
Preparation de 9-chloroacririinp ; 

La preparation est effectuee en utilisant la methode de Lehmstedt et Schrader qui a ete 
referencee par Albert dans son livre * The Acridines Arnold, second edition, (1966), page 
33. 

.Preparation de 9-mflhyIacridine 

La m&hode de Campbell, Franklin, Morgan et Tivey (r6f J. Chem. Soc, 1958, 1 145) a &6 
utilisSe. Les rendements ont atteint 90%. 
Preparatio n de 9-f4-nitrostvrvnacridine par fiision^ 

Un saHange de 9-m&hylacridine (4,83 g , 25,0 mmole), 4-mtrobenzald6hyde (4,23 g, 31,25 
mmole) et chlorure de zinc (5,06 g, 31,25 mmole) est chauff6 k 130°C pendant 3 heures avec 
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un bain d'huile. Le solide recupere est chauffe dans une solution de sodium metabisulfite pour 
elirniner l'exces de l'aldehyde et le melange chaud est filtre. Des precipites obtenus sont 
dissous dans une quantite minimum de tetrahydrofurane et de 1'eau est ajoutee dans la solution 
pour avoir le produit sous forme de precipites. Ces precipites sont recuperes par une filtration 
et seches. Le produit peut etre recristallise dans l'&hanol. Le rendement est de 35%. 
Preparation de 9^4-aminostvrvnacririinft 

Le produit 9-(4-nitrostyiyl)acridine (2,86 g, 10,0 mmole) est dissous dans de l'acetate 
d'ethyle (250ml), puis porte au reflux. Une solution de cblorure d'etain (□) dihydrate (9,0g, 
40mtnmol) dans de 1'ethanol chaud (150ml) est refioidit et ajoute a la solution de 9-(4- 
nitrostyryl) acridine. L'ensemble est mis a reagir sous reflux et sous agitation pendant 5 
heures. Apres reftoidissement, la 9-(4-aminostyryl)acridine precipite et est isolee par filtration 
sous vide. Le filtrat est seche par evaporation et repris dans de 1'eau (500ml) sous agitation. 
La solution est alcalinisee (pH 13-14) avec une solution de soude. La traction de 
9- (4-aminostyryl)acridine precedemment isolee qui contient une forte proportion de sel 
d'etain est egalement dcalinisee. La 9-(4-aminostyryl)acridine est separee par filtration, lavee 
a 1'eau et sechee. Elle est suffisamment pure pour 1'etape suivante. 
Preparati on de t-Boc-alanvl-9-f4-arriinostvrvl)acridine 

Le produit tBoc-alanine (3,79 g, 20,0 mmole) est dissous dans une quantite mimmum de 
tetrahydrofurane (THF) anhydride et la solution est refroidie a -15°C a l'aide d'un melange 
ethylene glycol/carbone glace dans un bain. La Nmethylmorpholine (NMM) (2,02 g, 20 
mmole) est ajoutee goutte a goutte dans le melange. Le chloroformiate d'isobutyle QBCF) 
(2^3 g, 20,0 mmole) est ensuite introduit goutte a goutte dans le melange reactionnel. H taut 
que la temperature soit au-dessous de -10°C. Au bout de 3 minutes environ, la 
9-(4-arninostyiyl)acridine (5,4 g, 20 mmole), qui est dissoute dans une quantite minimum de 
tetrahydrofurane (THF) anhydride et refroidie a - 15°C, est introduite. Le melange reactionnel 
est ague et on le laisse revenir a la temperature ambiante. Le sel de N-methylmorpholine est 
elimine par une filtration avec un entonnoir a plaque filtrante. Le melange est evapore jusqu'a 
son quatrieme volume original avec un evaporateur rotatif. Le filtrat est introduit goutte a 
goutte dans un melange eau/glace en quantite importante sous agitation. Des precipites jaunes, 
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formes, sont rScuperes par une filtration, laves avec de l'eau et s<§ches. Le produit peut etre 
recristallise dans le methanol. Le rendement est de sensiblement 75 %. 

D'autres analogues des acides amines proteges par le t-Boc ont aussi 6t6 utilises pour 
former de nouveaux produits. Les acides amines sont : la proline, la glycine, la serine et la 
alanine. Les rendements pour ces produits sont dans la zone de 60 a 80 %, les r6sultats 6tant 
generalement les meilleurs pour les analogues de la p- alanine et les moins bons pour les 
analogues de la serine. 

1.2.2 : Synthese de la L-Ala-APA : 

La preparation de 9<4-aminophenyl)acridine par une reaction de soufte fondu peut 
etre r6alis6e par deux methodes diffSrentes. 
Methode A 

L'acridine chlorhydrique (9,7 g, 45,0 mmole), l'aniline (8,37 g , 90,0 mmole) et 10,0 g de 
soufre sont bien melanges et chauffes a 130°C pendant 4 heures sous une hotte efficace. Le 
milieu reactionnel dans le ballon est reftoidi a temperature ambiante et dissous dans le 
methanol chaud pour donner une solution de couleur rouge sanguine. La solution est refroidie 
et le soufire est 61imin6 par une filtration. L'alcanilisation du filtrat est realisee a Taide d'une 
solution d'ammoniaque concentree. Des precipitgs jaunes 16gers, form&, sont filtres puis 
laves avec le methanol froid. Le rendement est de 65%. 
Methode B 

L'acridine (8,06 g, 45,0 mmole), l'aniline chlorhydrique (11,61 g, 90 mmole) et 10,0 g de 
soufre sont bien melanges et chauffes a 130°C pendant 4 heures. Le milieu reactionnel est 
ensuite trait<§ comme dans la Methode A ci-dessus. 

Ensuite on realise une preparation sur la base de l'une et/ou l'autre des deux methodes 
precSdentes. 

Preparatio n de t-Boc-aIa ny]-9-(4^niin o D h6nvn acridine 

Le produit tBoc-alanine (3,79 g, 20,0 mmole) est dissous dans une quantite minimum de 
t&rahydrofurane (THF) anhydride et la solution est refroidie a -15°C a l'aide d'un melange 
ethylene glycol/carbone glace dans un bain. La Nm6thylmorpholine (NMM) (2,02 g, 20 
mmole) est ajoutee goutte k goutte dans le m61ange. Le chloroformiate d'isobutyle (BCF) 
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(2,53 g, 20,0 mmole) est ensuite introduit goutte a goutte dans le melange reactionneL II feut 
que la temp6rature soit au-dessous de -10°C. Au bout de 3 minutes environ, la 
9-(4-aminophenyl)acridine (5,4 g, 20 mmole), qui est dissoute dans une quantit6 minimum de 
tetrahydrofurane (THF) anhydride et reftoidie a - 15°C, est introduite. Le melange reactionnel 
est agite et on le laisse revenir a la temperature ambiante. Le sel de N-m6fttylmorpholine est 
61imin6 par une filtration avec un entonnoir a plaque filtrante. Le melange est 6vapore jusqu'a 
son quatri&ne volume original avec un 6vaporateur rotatif. Le ffltrat est introduit goutte a 
goutte dans un melange eau/glace en quantity importante sous agitation. Des precipites jaunes, 
formes, sont recuperes par une filtration, laves avec de l'eau et seches. Le produit peut 8tre 
recristallise dans le methanol. Le rendement est de 75%. 

D'autres analogues des acides amines proteges par le t-Boc ont aussi ete utilises pour 
former de nouveaux produits. Les acides amines sont : la proline, la glycine, la serine et la p - 
alanine. Les rendements pour ces produits sont dans la zone de 60 a 80% : les resultats etant 
generalement les meilleurs pour les analogues de la p-alanine et les moins bons pour les 
analogues de la serine. 

I- 3 : PS^aration jfojnffieu: 

Uh milieu gelifie comprenant de la L^Alanyl-9-(4-aminostyryl)acridine (ci-apres 
referencee LAla-4-ASA) ou de la LAlanyl-aminophenylacridine (ct-aprfes r6ferenc<§e Lr 
Ala-APA) est prepare comme suit : 46,37 g d'agar Columbia sont additionnes a 1 litre d'eau 
distfllee puis autoclaves. Ce milieu reactionnel est separe en deux milieux de volume 
equivalent Chacun de ces milieux comprend respectivement : 0,3 g/1 de I^Ala-4-ASA 
apporte par une solution mere dans du DMSO et 0,3 g/1 de L- Ala-APA apporte aussi par 
une solution mdre dans du DMSO. 

Des micro-organismes issus de la collection de la Demanderesse ont ete ensemences 
sur chacun des milieux par isolement en ttois cadrans a partir d'une suspension a 0,5 
McFarland Les boftes ont ete incubees a 37 °C pendant 24 heures. Les colonies foimees ont 
<§te examinees visuellement aprSs 24 heures d'incubation. La coloration de ces colonies a &6 * 
notte avant et apr£s ajout d'une goutte d'acide chlorhydrique. 

1.4 : Mitels; 
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Les resultats sont presentes dans le tableau 1 ci-dessous. En absence d'HO, les deux 
substrats ne donnent pas de coloration spontanee. En presence d'une goutte d'HCl, les 
colonies possedant l'activite I^Alanine-aminopeptidase sont colorees en gris-mauve a mauve. 
Les colonies ne possedant pas cette activite demeurent hcolores. Ces substrats sont done 
sensibles et specifiques. lis peuvent permettre dans le cas d'une culture mixte Gram positif et 
Gram negatif de separer les deux types de gennes. 



ESPECES (N°souche 
interne) 


0,3 g/1 
L-Ala-4-ASA 
sans HC1 


0,3 g/1 
L-Ala-APA 
sans HC1 


0,3 g/1 
L-Ala-4-ASA 
avecHCl 


0,3 g/1 
L-Ala-APA 
avecHCl 


Escherichia coli 


incolore 


incolore 


gris mauve 


mauve pale 


Proteus mirabilis 


incolore 


incolore 


gris mauve 


mauve tres pale pale 


Klebsiella pneumoniae 


incolore 


incolore 


gris mauve 


mauve 


Enterobacter cloacae 


incolore 


incolore 


gris mauve 


mauve 


Citrobacter koseri 


incolore 


incolore 


gris mauve 


mauve 


Streptococcus agalactiae 


incolore 


incolore 


incolore 


incolore 


j Enierococcus faecalis 


incolore 


incolore 


incolore 


incolore 


Staphylococcus aureus 


incolore 


incolore 


incolore 


incolore 


Listeria innocua 


incolore 


incolore 


incolore 


incolore 


Candida albicans 


incolore 


incolore 


incolore 


incolore 



SMeaulj Revelation de l'activite L^Alanine-aminopeptidase de micro-organismes par la L- 
Ala-4-ASA ou la L-Ala-APA sur milieu gelifie 



Exemple 2 ; Revelation de l'activite LAI ^ -aiiunopentirfa^ de micro-omankm^ 
milieu gelifie a 1'aide de substrat quaternise : 
2.1 : Molecule^utiHsfe : 

L'activite 1^ Alanine- aminopeptidase de micro-organismes sur milieu gelffie est 
nialisee par l'utilisation du chlorure de I^Alatryl-9(4-aminqpl^ 
teubstrat quatemis6), ci-apres designe L-Ala-4-AP- 10-AA, de formule : 
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chlorure de L-Alanyl-9(4-aminophenyI)- 1 O-alfyl-amdinium 



2.2 : Sffith&ede^ 

Le composS de depart est la t-Boc-alanyl- 9-(4- aminophenyl)acridine dont la 
synthese a deja ete exposee au paxagraphe 1.2.2 (Synthese de L-Ala-APA). Dans imflacon 
de 10 ml qui peut etre ferme, la t-Boc-alanylr9-(4-aminophenyl)acridine (0,88 g, 2,0 mmole) 
est introduite dans le tetrahydrofurane anhydride (4,0 ml) et le melange est mis en l'ebullition 
pour avoir une solution partielle. La solution / suspension est refroidie et le bromure d'allyle 
(2,0 ml) est ajoute. Le flacon est ensuite poite au reflux pendant 8 heures, et la reaction est 
reguU&ement suivie par chromatographic sur couche mince (CCM). Apres refcoidissement et 
Elimination du solvant, le sel quatemaire est lave avec de l'6ther di&hylique et s6che. 

Le produit est dissous dans une quantite minimum d'ethanol et agite avec Pacetate 
d'6thyle (10 ml) sature par HCL Des precipites, qui sont form6s quelques heures apres, sont 
recuperfe par une ffltration sous pression reduite. L'introduction de lather Sthylique dans le 
fillrat permet de recupSrer le produit en plus. Les fractions reunies du produit sont lavees avec 
l'ether Sthylique et sechees rapidement pour eviter rabsorption d'humiditk 

2.3 : I^p^tipnjfomiHeu; 

Un milieu gelifie comprenant comme substrat du LAla-4-AP-lO-AA est prepare 
comme suit : 46,37 g d'agar Columbia sont additionnes a 1 litre d'eau dist0I6e puis 
autoclaves. Ce milieu rSactionnel est separe en trois milieux de volume equivalent Chacun de 
ces milieux comprend respectivement : 0,1 g/1, 0,2 g/1, 0,4 g/1 de L-Ala-4-AP-lO-AA 
apport6 par une solution m&re dans du DMSO. 
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Des micro- organismes issas de la coUection de la Demanderesse ont ete ensemences 
sur chacun des milieux par isolement en trois cadrans a partir d'une suspension a 0,5 
McFarland. Les boftes ont ete incubees a 37 °C pendant 48 heures. Les colonies formees ont 
ete examinees visuellement apres 24 et 48 heures d'incubation. La coloration de ces colonies 
5 ainsi que l'intensite de cette coloration ont ete notees. 

Les resultats sont exprimes en intensite de coloration en se basant sur une echelle 
aroitraire allant de 0 a 4. Ces resultats sont presentes dans le tableau 2 ci-dessous . 

Ce substrat permet de reveler une activite I^Alanine-aminopeptidase chez les 
10 bacteries k Gram negatif par l'apparition spontande (sans ajout d'acide) d'une couleur 
concentree au niveau dss colonies. Les colonies ne possedant pas cette activite demeurent 
incolores. Ce substrat est done sensible et specifique. H peut permettre dans le cas d'une 
culture mixte Gram positif et Gram n6gatif de separer les deux types de germes. Le fait de 
« quatemiser » l'azote en position 10 du groupement acridine permet d'obtenir une reaction 
spontanee sans ajout d'acide comparativement a la meme molecule non quatemisee decrite 
dans l'exemple 1. 



15 
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Tempj 


0,1 gflde 


0,2 gflde 


0,4 g/lde 


TOUCHES 


d'incu- 


T A In A 

JLrAJa-4- 


A in a a 

fVP-10-AA 


L-AIa-4- 


AP-10-A^ 


L-Ala-4- AP-10-A^ 




-batioE 


Couleur 


Intensity 


Couleur 


Ihtensite 


Couleur 


Intensity 


Escherichia coli 


24 H 


beige 


0,5 


rose-orange 


2 


rose-orange 


2,5 


(032) 


/I O 1_ 

48 n 


beige 


0,5 


rose-orange 


2 




3 


Proteus mirabilis 


24 H 


beige 


traces 


rose-orange 


0,5 


rose-orange 


3 


(103) 


48 n 


beige 


traces 


rose-orange 


1 




3 


Klebsiella 


24 H 


beige 


traces 


rose-orange 


1 


rose-orange 


3 


pneumoniae (023) 


48 h 


beige 


traces 


rose-orange 


2 




3,5 


Citrobacter koseri 


24 H 


beige 


0,5 


rose-orange 


1 


rose-orange 


3 


(090) 


48 h 


beige 


0,5 


rose-orange 


2 




3,5 


Staphylococcus 


24 H 


inhibe 




inhib6 




inhibe 




aureus (070) 


48 h 


inhibe 




inhibe 




inhibS 




Streptococcus 


24 H 


inhibe 




inhib6 




inhib6 




pyogenes (067) 


48 h 


incolore 








incolore 




Enterococcus 


24 H 


incolore 




orange 


traces 


orange 


traces 


faecalis (075) 


48 h 


incolore 




orange 


0,5 


orange 


1 


Listeria innocua 


24 H 


incolore 1 




incolore 




incolore 




(036) 


48 h 


incolore 




incolore 




incolore 




Candida albicans 


24 H 


incolore 




incolore 




incolore 




(056) | 


48 h 


incolore 








incolore 





Tableau 2: Influence de la concentration en substrat dans la revelation de l'activite LrAlanine- 
aminopeptidase de micro- organismes par design6 la L-Ala-4-AP- 10-AA 

Exemple 3 : Revelation de ractivte T^Alanm^a^ inoneDtidase d e micitvor^Tiig rnes sur 
milieu g£lifie a Taide d'un autre substrat quatemise : 
3-1 : Molecule utiHsfe: 

La rev61ation de PactivitS Lr Alanine- aminopeptidase de rrucm-organismes sur milieu 
g61ifi6 s'effectue par l'utilisation d'un substrat appele chlorure de 
1^ Alanyl-9(4-aminopiienyl). 1 0-methyl-amdinium (substrat quatemise), ci-apres appele Lr 
Ala-4-AP- 10-MA, dont la formule est la suivante : 



WO 2004/069804 



PCT/FR2004/050031 



17 



^L-Alanine 
HIST 




chlorure de Lr Alanyl- 9(4-aminophenyl)- 1 0-me%l-amdinium 
3 - 2 : Synthese de Ir.AIa-4 : AP- 10-MA; 

Cette synthese a deja ete r&disee au paragraphe 2.2 ci-dessus, dans laquelle le 
bromure d'allyle a 6te remplace par l'iodure de methyle. II convient de s'y reporter pour 
connaitre la synthase de la L-Ala-4-AP- 10-MA. 

3.3 • ^p^ation^_milieuj 

Un milieu gelifie comprenant 300 mg/l de IrAla-4-AP- 10-MA, est prepare comme 
suit : 46,37 g d'agar Columbia sont additionnes a 1 Hire d'eau distillfe puis autoclaves, le 
substrat est ensuite apporte par une solution mbre dans du DMSO. Des micro-organismes 
issus de la collection de la Demanderesse ont ete ensemences sur le milieu par isolement en 
trois cadrans a partir d'une suspension a 0,5 McFarland. Les boites ont ete incubees a 37 °C 
pendant 48 hemes. Les colonies fonnees ont ete examinees visuellement apres 24 et 48 
heures d'incubation. La coloration de ces colonies ainsi que l'intensite de cette coloration ont 
6t6 not6es. 

3-4 : Results; 

Les resultats sont presentes dans le tableau 3 ci-dessous : 
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SOUCHES 


Temps 


0,3 g/1 de L-Ak-4-AP-10-MA 




d'incubation 


Couleur 




Escherichia coli 


24 H 


rose-orange 


3,5 


(032) 


48 h 




3,5 


Proteus mirabilis 


24 H 


rose-orange 


1 


(103) 


48 h 


IUoC- UlaLLge 


1 2 


Klebsiella 


24 H 


rose-orange 


3 


pneumoniae (023) 


48 h 


rose-orange 


3 


Citrobacter koseri 


24 H 


rose-orange 


3 


(090) 


48 h 


rose-orange 


3 


Staphylococcus 


24 H 


inhib6 




aureus (070) 


48 h 


inhib6 




Streptococcus 


24 H 


inhib6 




pyogenes (067) 


48 h 


inhibe 




Enterococcus 


24 H 


rose 


traces 


faecalis (075) 


48 h 




0,5 


Listeria innocua 


24 H 


incoloie 




(036) 


48 h 


rose-orange 


traces 


Candida albicans 


24 H 


incolore 




(056) 


48 h 


incoloie 





3j Revelation de facuvitS I^Alanine-aminopeptidase de micro-organismes par de la 
L-Ala-4-AP- 10-AA dont la concentration en substrat est optimisee 



Ce substrat permet de reveler une activite I^Alanira-arrmiopepndase chez les 
bacteries a Oram negatif par 1'apparition spontan6e (sans ajout d'acide) d'une couleur rose- 
orange concentree au niveau des colonies. Les colonies ne possedant pas cette activite 
demeurent incolores. Ce substrat est done sensible et specifique. n peut permettre dans le cas 
d'une culture mxte Gram +/Gram - de separer les deux types de germes. Comparativement 
au substrat decrit dans l'exemple 2, il semble permettre d'obtenir des intensity de coloration 
plus fortes pour les souches positives. La difference entre ccs deux substrats est le type de 
groupement en position 10 sur l'azote du noyau d'acridine. 
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Exemple 4 : Relation de l'activite kAl^inR- aminopeptidase de micro- nr^ n^me^ <mr 
milieu gelifie a Taide d'autres substrate non quaternises : 
4.1 : Mole^^ut^fesj 

La revelation de l'activite L-Alanine-aminopeptidase de micro- organismes sur milieu 
gSlifie s'effectue par l'utilisation de deux substrate appel6s L-Alanyl-2- 
methoxyaminophenylacridine, ci-apres appetee L-Ala-2-MeOAPA 5 et 
dimetboxyaminophenylacridine, ti-apres appelee L Ala-2, 5- diMeOAPA, dont les formules 
sont respectivement les suivantes : 




L^AIanyl-2-methoxyaminophmylacridine 

L- Alanyl- 2, 5 - dimethoxyaminophenylacridine 

4.2 : SxngsSge des substrate.: 

4.2. 1 : Synthese de LrAla-2-MeOAPA : 

9ex la base de ce qui est d6crit au point 1.2.2 ci-dessus, d'autres analogues d'aniline sont 
aussi utilises pour former des nouveaux produits, y compris Panisidine C3-methoxyaniline) qui 
donne la 9-(4-amino-2-m^oxyph6nyl)acridine. 

4.2.2 : Synthase de L-Ala-2,5-diMeOAPA : 

£w la base de ce qui est dScrit au point 1.2.2 ci-dessus, d'autres analogues d'aniline sont 
aussi utilis6s pour former des nouveaux produits, y compris la 2,5-dimethoxyaniline qui donne 
la 9-(4-amino-2,5-dim6thoj^h6nyl)acridine. 
43 : Prcp^tion.^milieu;. 
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Un milieu gelifie compienant de la L-Ala-2-MeOAPA ou de la L-Ala-2,5- 
diMeOAPA est prepare comme suit : 46,37 g d'agar Columbia sont additionnes a 1 litre 
d'eau distillee puis autoclaves. Ce milieu reactiormel est separe en deux milieux de volume 
equivalent Chacim de ces milieux comprend respectivement : 0,3 g/1 de L-Ala-2-MeOAPA 
apporte par une solution mere dans du DMSO et 0,3 g/1 de I^Ala-2,5-diMeOAPA apporte 
aussi par une solution mere dans du DMSO. Des micro-organismes issusdela collection de 
la Demanderesse ont 6te ensemences sur cnacun des milieux par isolement en trois cadrans a 
partir d'une suspension a 0,5 McFarland Les boites ont ete incubees a 37 °C pendant 
24 heures. La coloration de ces colonies ainsi que l'intensite de cette coloration ont ete notees 
apres ajout d'HCl. 

4.4 :R&ultate; 

Les resultats sont presentes dans le tableau 4 ci-dessous : 



SOUCHES 


Temps 


I^AIa-2- 


MeOAPA 


L~Ala-2,5-di MeOAPA 




d'incubation 


Couleur 


Intensite 


Couleur 


Intensite j 


Escherichia coli 


24 H 


orange 


0.5 


jaune orange 


14 


I (032) 


48 h 


rose 


3,5 




2 


Proteus mirabilis 


24 H 


orange 


1 


incolore 


0, 


(037) 


48 h 


orange 


U 




0^ 


Klebsiella 


24 H 


rose 


3 


orange 


1 


pneumoniae (023) 


48 h 


rose 


3,5 




2,5 


Citrobacter koseri 


24 H 


orange 


2 


orange 


1 


(012) 


48 h 


rose 


3,5 




2,5 


Enterobacter 


24 H 


rose 


2 


jaune orange 


1,5 


cloacae (061) 


48 h 


rose 


2 


jaune orange 


2 


Staphylococcus 


24 H 


incolore* 


0 


incolore 


0 


aureus (035) 


48 h 




0 




0 


Streptococcus 


24 H 


inhibe 




incolore 


0 


agalactiae (001) 


48 h 


inhibe 






0 


Enterococcus 


24 H 


inhibe 




jaune orange 


04 


faecalis (117) 


48 h 


inhibe 






3 | 


Listeria innocua 


24 H 


incolore* 


0 


incolore 


o 1 


(036) 


48 h 




0 




0 


Candida albicans 


24 H 






ificolore 


0 


(077) 


48h J 


inhibe 






0 
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Tableau 4 : Revelation de l'activite Lr Alanine- aminopeptidase de micro- organismes par les 
I^Ala-2-MeOAPA et I^Ala-2,5-diMeOAPA 
Ces deux substrate permettent apres ajout d'une goutte d'HCl de reveler une activite 
l^Alanine-aminopeptidase chez les bacteries a Gram positif. L'ajout de substituants 
(Methoxy-) sur le groupement phenyl permet en plus de reduire la toxicite des substrate, 
notamment vis- 4- vis des bacteries 4 Gram positif. Cependant, ce gain en fertilite se fait au 
d&riment de la sp6cificit6, en effet, Enterococcus faecalis pr6sente une activite avec la L- 
A&-2,5-diMeOAPA apres 48 heures d'incubatioiL 

Exemple 5 : R6v61ation de Factivite fl-Alanine-aminqpeptidase de micro-organismes sur 
milieu gflifie: utilisation du chlorure de B-AlanvU-9f4-arninor)henvDV 1 Q-meftylamdmiiini 
f substrat quaternise) : 

5.1 : Molegde.irtijyiste : 

La revelation de l'activite P -Alarme- aminopeptidase de micro-organismes sur milieu 
g61ifie s'effectue par l'utilisation d'un substrat appete chlorure de 
P- Alanyl-9(4-aminophenyl)- 1 0-methyl-acridinium (substrat quatemise), rieapres appele J3- 
Ala-4- AP- 1 0-MA, dont la forrnule est la suivante : 




chlorure de JJ- Alanyl-9-(4-aminophenyl)- 1 0-methyl-acridinium 
5.2 rSjrcty^ 
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Le compos6 de depart est la t-Boc-alaayl-9-(4-aniinophenyl)acridine dont la 
synthese a deja ete exposee au paragraphe 1.2.2 (Synthese du L-Ala-APA). La t-Boc- 
afanyl-9-(4-aminqphenyl)acridine (0,67 g, 1,5 mmole) est dissoute dans l'acetonilrile (volume 
minimum) et chaufKe au reflux avec de l'iodure de memyle (4,0 ml) Le flacon est ensuite 
ferme et incube a 40°C pendant plus de 100 heures. Le reactif solide est dissous au fur et a 
mesure en formant une solution orange. Des cristaux oranges - noirs apparaissent dans cette 
solution. 

A Tissue des 100 heures, le melange reactionnel est transfer^ dans l'acetate d'ethyle 
(100 ml) sous agitation. Apres une duree necessaire, le sel quaternaire est fihre et lave avec 
Tether diethylique. 

Le produit est dissous dans une quantite minimum d'ethanol et agite avec l'acetate 
d'ethyle (10 ml) sature par HO. Des precipites, qui sont formes quelques heures apres, sont 
recuperes par une filtration sous pression reduite. L'introduction de l'efher diethyUque dans le 
ffltrat permet de recuperer le produit en plus. Les fractions reunies du produit sont lavees avec 
l'ether diethylique et sechees rapidement pour eviter l'absorption d'humidite. 

La deprotection est la meme que celle d^crite precedemment 

5-3 :ft^^tipndu.n^eu..: 

Uh milieu g61ifie comprenant 300 mg/l de B-Ala-4-AP-10-MA est prepare comme 
suit : 4637 g d'agar Qjlumbia sont additionnes a 1 litre d'eau distillee puis autoclaves, le 
subslrat est ensuite apporte par une solution mere dans du DMSO. Des micro-organismes 
issus de la collection de la Demanderesse ont etc ensemences sur le milieu par isolement en 
liois cadrans a partir d'une suspension a 0,5 McFarland Les boites ont 6t6 incubees a 37 °C 
pendant 48 heures. Les colonies formees ont ete examinees visueUement apres 24 et 48 
heures d'incubation. La coloration de ces colonies ainsi que 1'intensite de cette coloration ont 
6t6 norees. 

5.4 : Resultate .: 

Les r&ultats sont presentes dans le tableau 5 ci-dessous. 

Ce substrat permet de reveler une activite fl-Alanine-arninopeptidase chez les 
bacteries a Gram negatif par l'apparition spontan6e (sans ajout d'acide) d'une couleur orange 
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concentree au niveau des colonies. Les colonies ne possSdant pas cette activite demeurent 
incolore. Ce substrat est done sensible et specifique. D peut permettre d'identifier les souches 
de Pseudomonas aeruginosa et notamment de les diflSrencier des autres bacteries. 



ovJUCriiiJS 


Temps 


0,3s/ldep-Ak-4-AP-10-MA | 




d'incubation 


Couleur 




Pseudomonas 


24 H 


orange 


2 


aeruginosa (052) 


48 h 


orange 


3 


Pseudomonas 


! 24 H 


orange 


1,5 


aeruginosa (165) 


48 h 


orange 


3 


Burkholderia 


24 H 


incolore 




cepacia (004) 


48 h 


incolore 




Pseudomonas 


24 H 


inhlbS 




fluorescens (016) 


! 48 h 


incolore 




Pseudomonas 


24 H 


inhibe 




stutzeri (073) 


48 h 


incolore 




Pseudomonas 


24 H 


incolore 




putida (028) 


48 H 


incolore 




Acinetobacter 


24 H 


incolore 




calcoaceticus (034) 


48 H 


incolore 




Escherichia coli 


24 H 


incolore 




1 (032) 


48 H 


incolore 




Klebsiella 


24 H 


incolore 




pneumoniae (023) 


48 H 


incolore 





Tableau S: Revelation de l'activite p-Alamne-aminopeptidase de micro-oiganismes par de la 

P-Ala-4-AP-10-MA 

Exemplc 6 ; Revelation de l'activite T ^Prpline-aminopeDtidase de tnicm-nry aniom^ q ,r 
milieu ge Me a l'aide d'un substrat non ouatemise a base de Proline : 
6.1 : M°MgJe utilises : 

La revelation de l'activite kProline-aminopeptidase de rnicro-organismes sur milieu 
gelifie s'effectue par l'utilisation d'un substrat appele l^Prolyl-9(4-aminophenyl)-acridine 
(substrat non quatemise), ci-apres appelee L-Pro-4-APA, dont la formule est la suivante : 
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I^Prolyl-9(4-aminopheayl)acridine 

Cette synthese a deja ete r6alis6e au paragraphe 1.2 ci-dessus, selon deux m6thodes 
A et B, dans lesquelles Pacide amin6 Alanine a ete remplac6 par 1'acide amine Proline, fl 
convient de s'y reporter pour connaitre la synth&e de la L-Pro-4-APA. 

6.3 :P|^^tion^inili^i_: 

Un milieu gelifie comprenant de la I^Prolyl-9-(4-aminophenyl)acridine (ci-aprfes 
referencee LrPro-4-APA) est prepare comme suit : 45g d'agar Sabouraud sont additionn£s a 
1 litre d'eau distillee puis autoclaves. Ce milieu reactionnel compiend 0,3 g/l de L-Pro-APA 
apporte aussi par une solution mere dans du DMSO. 

Des micro-organismes issus de la coUection de la Demanderesse ont ete ensemences 
sur ce milieu par isolement en trois cadrans a partir d'une suspension a 0,5 McFarland. Les 
boites ont &e incubees a 37 °C pendant 24 heures. Les colonies formees ont 6t6 examinees 
visuellement apres 24 heures d'incubation. La coloration de ces colonies a 6t6 notSe avant et 
apr&j ajout d'une goutte d'acide antique, ci-apr6s GAA (glacial acetic acid). 

6 -4 : Resutote ; 

Les r&ultats sont pr6sent6s dans le tableau 6 ci-dessous : 
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SOUCHES 


Goutte d a Acide 


0,3fi/ldeI^Pro 


-4-APA 




Ac6tique 


Couleur 


Intensity 


Candida albicans 


avant GAA 


jaune 


2 


(138) 


aprfes GAA 


jaune 


3 


Candida 


avant GAA 


blanc 




parapsilosis (040) 


apres GAA 


jaune 


2 


! Candida 


avant GAA 


pas de croissance 




lusitaniae (045) 


aprfes GAA 






Candida 


avant GAA 


pas de croissance 




guilliermondii (046) 


apres GAA 


pas de croissance 




Candida krusei 


avant GAA 


jaune 


1 


(026) 


aprds GAA 




3 


Candida glabrata 


avant GAA 


jaune 


2 


(051) 


aprds GAA 




3 



Tableau 6 : Revelation de l'activite L-Proline-aminopeptidase de micro-organismes par de la 
L-Pro-4-APA dont la concentration en substrat est optirnisee 



Avec certaines souches de levures Candida, la nature inbibitrice du substrat est 
demontree. Cependant, certaines levures produisent une coloration jaune, sans l'addition 
d'acide. Cette coloration est plus intense pour certaines souches, notamment Candida 
albicans, elle est egalement plus intense qu'en l'absence de culture. Ceci demontre bien que 
notre substrat, contenant la Proline comme acide amine, permet de reveler l'activite 
l^Proline-arninopeptidase chez les levures. 

Exemple 7 ; Revelation de l'activite r^S^ r me-aminoDep ti dase de micro-nrp .nf^ cr 
miiieu getifie a 1'aide d 'un substrat non qmtemt se a base de Serine : 
7.1 : Mpldcule.utiUste : 

La revdlation de l'activite IrSeiine-aminopeptidase de micro-organismes sur milieu 
geMe s'eflectue par l'utilisation d'un substrat appel6 L-Seryl-9(4-amincphenyl)-acridine 
/sBhsteat non quaternise), ci-apres appelee L-Ser-4-APA, dont la forroule est la suivante : 



WO 2004/069804 



PCT/FR2004/050031 



26 




L-Seryl-9(4-ammophemy])acn^ine 
7-2 :S3fflthesedeJkSer-4 : ^A: 

A l'instar de ce qui a 6t6 expose pour la L-Pro-4-APA (paragraphe 6.2 ci-dessus), 
cette synthase a deja ete realisee au paragraphe 1.2 ci-dessus, selon deux m6lhodes A et B, 
dans lesquelles l'acide amin6 Alanine a ete remplace par l'acide amine Serine, fl convient de 
s'y reporter pour connaitre la synthese de la L-Ser-4- APA 

7.3 : Pr6paration„du.n^eu ; 

Un milieu gelifie comprenant de la I-Seryl-9(4-aminophenyl)acridine (ci-apres 
reference L-Ser-4-APA) est prepare comme suit : 30 milligtammes de L-Ser-4-APA sont 
ajoutes a 4 grammes d'agar Columbia, additionnes a 0.1 litre d'eau distillee puis autoclaves. 
Ce milieu reactionnel est mis a l'autoclave a 1 16°C pendant 20 minutes. La majeure parte du 
substrat se retrouve en solution, sans coloration residuelle. 

Des micro-organismes issus de la collection de la Demanderesse ont ete ensemences 
sur ce milieu k partir d'une suspension a 0.5 McFarland. Les boites ont ete incubees a 37 °C 
pendant 24 heures. Des echantfllons de 10 ul de chaque suspension sont ensuite cultives pour 
produire des colonies. Les colonies foimees ont ete examinees visuellement apres 18 a 24 
heures d'incubation. 

La coloration de ces colonies a ete notee avant et apres ajout d'une goutte d'acide 
acetique, ci-apres GAA (glacial acetic acid). 
7.4:R&ultete; 

Les resultats sont prescntf^dsss Is tablesE 7 ^dcsssis : 
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SOUCHES 


GAA 


0,3g/ldeL-Ser-4-APA 


Couleur 




Escherichia coli 
(009) 


avant GAA 


creme 




aprfes GAA 


orange pale 


2 


Klebsiella 
pneumoniae (012) 


avant GAA 


creme 




apres GAA 


orange p31e 


2 I 


Yersinia 
enterocolitica (061) 


avant GAA 


creme 




apres GAA 


orange pale 


2 


Candida albicans 
(138) 


avant GAA 


creme 




apres GAA 


creme 




Staphylococcus 
aureus (008) i 


avant GAA 


creme ; 




apr6s GAA 


creme 




Enterococcus 
faecalis (1 17) 


avant GAA 


creme 




aprds GAA 


creme 





Tableau 7: Revelation de l'activite I^Serine-aminopeptidase de micro-organismes par de la 
L-Ser-4-APA dont la concentration en substrat est optimisee 

Encore une fois, certaines souches ont une inhibition partielle avec le substrat a base 
d'acridine. Les trois souches a Gram negatif testees produisent une coloration reactionnelle 
particuliere aprfes 1'addition d'acide acetique. 

Exemple 8 : Revelation de Tactivite I^alanine^arninopeDtidase de iruCTO-or pam^g cur 
milieu gelifie a 1'aide de su bstrats ouatemises k base de une, deux o u trois T^laninP. ; 

8.1 :Mpl^e.ufflisfe: 

La revelation de l'activite Iralanine-arninopeptidase de micro-organismes sur milieu 
gelifie s'eflfectue par Putilisation de trois substrats, a savoir la Ir Ala-4-AP- 10-MA telle que 
decrite dans l'exemple 3, la L- AJa-L- Ala-4- AP- 1 0-MA qui correspond a la L-Ala-4-AP- 
10-MA comprenant une Lr alanine supplementaire, et la L-Ala-L-Ala-I^Ala-4-AP- 10-MA 
qui possSde encore une L- Alanine supplementaire. 

8.2 :.Syn1h&se de^^bstats; 
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Ces substrate ont 6t6 prepares comme d&rits dans le point 3.2 ci-dessus a partir du 
compos6 de depart approprie possSdant une, deux ou trois L- Alanines. 
8-3 :_Pi^aration_du rniJieu : 

Un milieu gelifie comprenant ces trois substrats est prepare comme suit : 30 mg de 
chaque substrat sont dissous (chaufFage) dans 10 ml d'eau distillee sterile. Dixmlde cette 
solution sont ensuite ajoutes a 90 ml d'agar Columbia maintenus en surfbsion a 50°C. 

Diverses souches de microorganismes issues de la collection NCTC (National 
Collection of Type Cultures, Colindales, UK) ont ete ensemencees sur les milieux ainsi 
obtenus selon rinoculation multi-point: pour chaque souche, une goutte de lOul d'une 
suspension a 0,5 McFarland est deposee sur chacun des milieux de culture. 

Les colonies formees ont ete examinees visueUement apres 24h et 48h d'incubanon 
La coloration et la croissance de ces colonies ont ete notees. 

8.4 :.R&ultete; 

Les resultats sont presentes dans le tableau 8 ci-dessous : 
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SOUCHES 
(Reference) 


L-Ala-4-AP-10-MA 


LAla-I,Ala-4-AP-10- 
MA 


L-Ala-L-Ala-L-Ala-4-AP- 
10-MA 


24h 


48h 


24h 


48h 


j 24h 


48h 


E. coli 0157 
(NCTC 12079) 


Orange 

(++) 


Orange 
(++>■ 


Orange 

(++> 


Orange 
(++) 


Orange 

(++) 


Orange 
(++) 


Salmonella 
typhimuriuni 

(NCTC 74) 


Orange 

(++) 


Orange 
(++) 


Orange 

(++) 


Orange 

(++) 


Orange 

(++) 


Orange 

(++) 


Salomonella Poona 
(NCTC 4840) 


Orange 
(++) 


Orange 
— \ / 


Orange 
(++} 


Orange 


Orange 


Orange j 

fx \\ 


Shigella sonnet 
(NCTC 9774) 


Orange 
(++) 


Orange 
C++) 


Orange 
(++) 


Orange 


Orange 

(A I \ 


VV 
Orange 

/i i\ 

(++) 


Pseudomonas aeruginosa 

(NCTC 10662) 


Orange 

<++) 


Orange 

(++) 


Orange 

(++) 


Orange 
(++) 


Orange 

(++) 


Orange 
(++) 


Klebsiella pneumoniae 

(NCTC 10896) 


Orange 

(++) 


Orange 
C++) 


Orange 

(++) 


Orange 
(-H-) 


Orange 

(++) 


Orange 

(++) 


Enterobacter cloacae 
(NCTC 11936) 


Orange 

<++) 


Orange 
C++) 


Orange 

(++) 


Orange 

<++) 


Orange 

(++) 


Orange 

(++•) 


Burkholderia cepacia 


Orange 

(++) 


Orange 
(++) 


Orange 

(++) 


Orange 

C++) 


Orange 
(++) 


Orange i 

(++) 


Serratia marcescens 
(NCTC 10211) 


Orange 

(++) 


Orange 

(++) 


Orange 
(++) 


Orange 

(++) 


Orange 

C++) 


Orange 

(++) 


EntPI*nf*nff*7JQ fnor>rtli<? 

-is/ itci i/ui/i/LUi) j u&ccws 

(NCTC 755) 


PC 


PC 


Incolore 

C++) 


Incolore 

<++) 


Incolore 

(++) 


Incolore 
C++) 


Enterococcus faecalis 
(NCTC 12697) 


Incolore 
(+/-) 


Incolore 
<+/-) 


Incolore 

<++) 


Incolore 

<++) 


Incolore 

(++) 


Incolore 

(++) 


Enterococcus faecium 
(NCTC 7171) 


Incolore 
C++) 


Incolore 

(++> 


Incolore 

(++) 


Incolore 

(++) 


Incolore 
(++) 


Incolore 
(++) 


Listeria j 
monocytogenes 
(NCTC 11994) 


Incolore 
C++) 


Incolore 
(++) 


Incolore 
(++) 


Incolore 
(++) 


Incolore 
C++) 


Incolore 

(++) 


Staphylococcus 
aureus 

(NCTC 6571) 


PC 


PC 


PC 


PC 


Incolore 
(++) 


Licolore 
(++) 


Staphylococcus 
aureus 

(NCTC 11939) 


Incolore 
(++) 

JTirV -4- cirtni 


Incolore 
(++) 


Incolore 
(++) 


Incolore 
(++) 


Incolore 

C++) 


Incolore 

C++) 



-H- signifie bonne croissance, + signifie croissance mod&6e, +/- signifie faible croissance et PC 
signifie pas de croissance 
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Sur les trois milieux, les souches de bact&ies k Gram nSgatif ont form6 des colonies 
colorees en orange, alors que les souches de bacteries a Gram positif ont forme des colonies 
incolores ou ne se sont pas dSveloppfes. Ces trois milieux permettent done de dififerencier les 
bacteries a Gram negatif de celles a Gram positif, et suivant les milieux, la croissance de tout 
ou partie des souches testees. 

Exemple 9 : Revelation de l'activitg Pyrodutamine-aminopeptidase de irucro-organismes sur 
milieu g61ifie a l'aide de substrats oua temises a base de sel de chorhvdrate de pyroglutamvl- 
9-f4-aminophenvlV 10-m6thvl-acridine : 

9.1 : Molecule utiHseg.: 

La relation de Factivite pyroglutamine- aminopeptidase de micro- oiganismes sur 
milieu gelifie s'effectue par l'utilisation de pyroglutamyl- 9- (4- aminophSnyl)- 1 0-methyl- 
acridine, ctapres appelee PG-4-AP-10-MA. 

9.2 :.Sy^tee.dej^_substat; 

Ce substrat a 6t6 prepare comme d6crit dans le point 3.2 ci-dessus a ceci pr£s qu'on 
a remplac6 la L-alanine par la pyroglutamine. 

9.3 :_R^^tipndurr^eu ; 

Un mflieu g61ifi6 comprenant ce substrat est prepare comme suit : 30 mg de chaque 
substrat sont dissous (chauffage) dans 10ml d'eau distillfe st&ile. Dix ml de cette solution 
sont ensuite ajoutes a 90 ml d'agar Columbia maintenus en surfusion a 50°C. 

Diverses souches de microorganismes issues de la collection NCTC (National 
Collection of Type Cultures, Colindales, UK) ont et6 ensemenc6es sur les milieux ainsi 
obtenus selon l'inoculation multi-point decrite dans 1' exemple 8 ci-dessus. 

Les colonies formees ont ete examinees visuellement apres 24h et 48h d'incubation. 
La coloration et la croissance de ces colonies ont et6 notees. 

9.4 : R&tdtete; 

Les resultats sont pr6sent& dans le tableau 9 ci-dessous : 
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SOUCHE (reference) 


PG-4-AP-10-MA 




24h 


Hon 


Escherichia coli (NCTC 14018) 


Ihcolore (++) 


Incolore (4-+-) 


Escherichia coli 0157 (NCTC 12079) 


Incolore (-H-) 


Incolore (++) 


Salomonella typhimurium (NCTC 74) 


Incolore (++) 


Incolore (++) 


Salmonella poona (NCTC 4840) 


Incolore (-H-) 


Incolore (++) 


Shigella sonnei (NCTC 9774) 


Incolore (++) 


Incolore (++) 


Pseudomonas aeruginosa (NCTC 10662) 


Incolore (+4-) 


Orange (-H-) 


Klebsiella pneumonia (NCTC 10896) 


Incolore (++) 


Orange pale (++) 


Enterobacter cloacae (NCTC 1 1936) 


Incolore (-H-) 


Orange pale (++) 


Burkholderia cepacia (NCTC 10743) 


Incolore (++) 


Orange pale (++) 


Serratia marcescens (NCTC 1021 1) 


Incolore (-H-) 


Orange pale (++) 


-H- signifie bonne croissance, + signifie croissance moderSe, +/- signifie foible croissance et PC 
sigaifie pas de croissance 



Le milieu de 1'exemple permet de differencier les bact&ies exprimant une activite 
pyfogfritamyl-aminopeptidase de celles ne l'exprimant pas. 



Exemple 10 ; Relation de Tactivite gl v cine-aminoneptidase de micm-nrp fl ni<nn es sur milieu 
,%eMe a l'aide d'un substrat ouaterni s<§ k base de sel de chlorhvdiate de glvcvl-9-r4- 
sminoph^nvlV 10-methvl--acridine : 

10.1 : Mpl^e.utflisfej 

La r6v61ation de l'activite glycine-aminopeptidase de micro-organismes sur mflieu 
gSS* s'efifectue par Tutflisation de glycyl-9-(4-aminoph<^ ci-apres 
appetee G-4-AP- 1 0-MA. 

10.2 :.SYBM§ed^ 

Ce substrat a 6te pr6par<§ comme ctecrit dans le point 3.2 ci-dessus a ceci pr6s qu'on 
o wxiplacc la Lr alanine par la glycine. 
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10 



10-3 :.P^2ur^pn_du.n^_euj 

Un milieu g 61ifi6 comprenant ce substrat est pi^pare comme suit : 30 mg du substrat 
sont dissous (chauffage) dans 1 0 ml d'eau distillfe sterile. Dix ml de cette solution sont ensuite 
ajoutes a 90 ml d'agar Columbia maintenus en surfusion k 50°C. 

Diverses souches de microorganismes issues de la collection NCTC (National 
Collection of Type Cultures, Colindales, UK) ont ete ensemencees sur les mffieux ainsi 
obtenus selon 1'inoculation multi-point ctecrite dans l'exemple 8 ci-dessus. 

Les colonies fornixes ont 6t6 examinees visueUement apres 24h et 48h d'incubatiort 
La coloration et la croissance de ces colonies ont ete notees. 

10 -4 : Resultete; 

Les resultats sont pr6sent6s dans le tableau 10 ci-dessous : 



SOUCHE (reference) 


G-4-AP-10-MA 


24h 


48h 


Escherichia coli(NCTC 14018) 


PC 


PC 


Escherichia coli 0157 (NCTC 12079) 


Orange (++) 


Orange (-H-) 


Salomonella typhimurium (NCTC 74) 


Orange pale (-H-) 


Orange pale (++) 


Salmonella poona (NCTC 4840) 


Orange (++) 


Orange C++) 


Shigella sonnei (NCTC 9774) 


Orange (++) 


Orange (-H-) 


Pseudomonas aeruginosa (NCTC 10662) 


Orange pale (++) 


Orange (++) 


Klebsiella pneumonia (NCTC 10896) 


Orange (++) 


Orange (++) 


Enterobacter cloacae (NCTC 1 1936) 


Orange (-H-) 


Orange (++) 


Burkholderia cepacia (NCTC 10743) 


Orange (++) 


Orange (-H-) 


Serratia marcescens (NCTC 1021 1) 


Orange (++) 


Orange (-H-) 


Enterococcus faecalis (NCTC 755) 


PC 


PC 


Enterococcus faecalis (NCTC 12697) 


Incolore (+) 


Ihcolore (+) 


Enterococcus faecium (NCTC 7171) 


Ihcolore (+) 


Incolore (+) | 


Listeria monocytogenes (NCTC 1 1994) 


Incolore (+) 


Incolore (+) i 


Staphylococcus aureus (NCTC 6571) 


PC 


PC 


Staphylococcus aureus (NCTC 1 1939) 


Incolore (+) 


Ihcolore (+) { 
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Le milieu de l'exemple permet de difierencier les bacteries exprimant une activity 
glycylamyl-aminopqrtidase de celles ne Texprimant pas. 

Exemple 11 ; Revelation de l'activte t-BQC-I^alanvl^alanvl-L^alanvl^eDtid^e He 
micto-orpanismes sur milieu g61ifi6 a l' aide d'un substrat quatemis6 pour leouel l' acide amiriS 
est coupte a un agent de blocage. subst rat a base de sel de chlorhvdrate de t-BO C-T^lrniyU 
I^alanvl-I^a1aiwl-9-r4-a m^^ : 

11.1 : 

La revelation de Factivit6 Lalanine-aminopeptidase de micro-organismes sur milieu 
g61ifi6 s'eflfectue par l'utilisation de t-BOC-I^alanyl-I^alanyl-I^alanyl-9-(4-an^ 
10-mdthyl-acridine, ci-apres appelee t-BOC-I^Ala-4-AP-10-MA. 

11.2 :. Synthese .de ce .substrat ; 

Ce substrat a et6 prepare comme d6crit dans le point 3.2 ci-dessus a ceci pres qu'on 
n'a pas procede a la deprotection du compose amine. 
H.3 :_^.2ratipn^ 

Un milieu gelifi6 compienant ce substrat est prepaid comme suit : 30 mg du substrat 
sont dissous (chauffage) dans 10 ml d'eau distfflfe stfeile. Dixmldecette solution sont ensuite 
ajout& k 90 ml d'agar Columbia maintenus en surfusion a 50°C. 

Diverses souches de microorganismes issues de la collection NCTC (National 
Collection of Type Cultures, Colindales, UK) ont 6te ensemencdes sur les milieux ainsi 
obtenus selon l'inoculation multi-point decrite dans l'exemple 8 ci-dessus. 

Les colonies formees ont && examin&s visuellement apies 24h et 48h d'incubation. 
La coloration et la croissance de ces colonies ont et6 notees. 

11.4 :R&ultats; 

Les resultats sont piSsentes dans le tableau 1 1 ci-dessous : 
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SOUCHE (r6f6rence) 


t-BOC-L-Ala-Ak-Ala-4-AP-10-MA 


24h 


48h 


Escherichia coli 0157 (NCTC 12079) 


Orange pale (-H-) 


Orange pale (++) 


Salomonella typhimurium (NCTC 74) 


Orange pale (++) 


Orange pale f+4} 


Salmonella poona (NCTC 4840) 


Orange pale (-H-) 


Orange pale C++) 


Shigella sonnet (NCTC 9774) 


Orange pale (44-) 


Orange pale (44) 


Pseudomonas aeruginosa (NCTC 10662) 


Orange pale (++) 


Orange pale (+4-) 


Klebsiella pneumonia (NCTC 10896) 


Orange (++) 


Orange (44) 


Enterohacter cloacae (NCTC 1 1936) 


Orange (4+) 


Orange (44) 


Burkholderia cepacia (NCTC 10743) 


Orange (44-) 


Orange (44) 


Serratia marcescens (NCTC 10211) 


Orange (++) 


Orange (44) 


Enterococcus faecalis (NCTC 755) 


PC 


PC 


Enterococcus faecalis (NCTC 12697) 


Ihcolore (+/-) 


Incolore (+/-) 


Enterococcus faecium (NCTC 7171) 


Ihcolore (+/-) 


Incolore (44) I 


Listeria monocytogenes (NCTC 11994) 


Ihcolore (+/-) 


Ihcolore (4-) 


Staphylococcus aureus (NCTC 6571) 


PC 


PC 


Staphylococcus aureus (NCTC 1 1939) 


Incolore (+) 


Ihcolore (4) 



44 signifie bonne croissance, 4 signifie croissance moderSe, 4/- signifie faible croissance et PC 
signifie pas de croissance 



Le milieu de 1'exemple peimet d'obtenir quatre groupes de microorganismes : 

• ceux formant des colonies colore© en orange franc, 

• ceux formant des colonies colonies en orange pale, 

• ceux formant des colonies incolores et 

• ceux ne formant pas de colonic 

Parmi les souches testfes, les bact&ies a Gram n6gatif appartiennent aux deux 
premiers groupes, alors que les bacteries k Gram positif appartiennent aux deux derniers. 
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La presence d'un agent de blocage (t-Boc) permet de moduler l'activit£ par rapport 
aux resultats obtenus avec le substxat deprotege (voir exemple 8 ci-dessns). 
Autres experiences realisees : 

D'autres substrats ont ete testes qui permettent de valider les resultats pr&entes ici, 
on peut par exemple citer : 

• chloruie de Lr Alanyl 9-(4-amino-3-methoxyphenyl)- 1 0-me%lacridinium, 

• cWorhydrate de chlorure de Lr Alanyl 9-(4-aminophenyl)- 1 0-methylacridinium, 

• chlorhydrate de chlorure de Lr Alanyl 9-(4-amino-2,5-dimethoxyphenyl)-10- 
methylaaidinium, 

• chlorhydrate de chlorure de P -Alanyl 9-(4-aminophenyl)- 1 O-methylacridinium, 

• p - Alanyl- 9- (4- amino- 2-methoxy-aminophenyl) acridine, 

• p-AIanyl-9-(4-amino-2,5-dimethoxy-aminophenyl) acridine, 

• chlorhydrate de chlorure de P -Alanyl 9-(4-amino-3-methoxyphenyl)- 1 0-me%lacridinium, 

• chlorhydrate de chlorure de P-Alanyl 9-(4-amino-2,5-dimetho^phenyl)-10- 
metibylacridinium. 

De meme d'autres especes de micro- organismes, generalement des bacteries, ont 
egalement ete testes, telles que : 

• Salmonella typhimurium, 

• Staphylococcus epidermidis, 

• Serratia marcescens. 
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REVENDICATIONS 

1. Substrats chromogeniques enzymatiques pour la detection chez des micro- 
organismes d'une activite aminopeptidase ou pour deflnir 1'appartenance d'au moins une 
bacterie au groupe des Gram positife ou des Gram negatifs selon sa coloration, caracterises 
par le fait au'i ls ont la formule © suivante : 




dans laquelle : 

• Ri estrienoumgroupementa]kyle,allyle,aryle, 

• R 2 est constitue par au moins un acide amine, preferentiellement alanine, 

• R 3 , Rt, R 5 et Be sont constitues independamment Tun de Fautre par H ou -O-alkyle, 
preferentiellement -0-CH 3 , 

• R 7 est constitue par H,0-CH 3 ,alkyleouhalogdne, 

• Rsestconstitu6parHouCl,et 

• n est un chiflfce entier correspondant a 0 ou 1. 



2. Substrat, selon la revendication 1, caracterise par le fait qu'i l a la formule suivante 

da): 
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ouqu'i l a la fonnule (lb) suivante : 




3. Substrate, selon la revendication 1, caracterises par le fait que Rj est un 
gtoupement methyle ou allyle. 

4. Substrate, selon la revendication 1, caracterises par le fait ou'il a la fonnule (Ic) 
serivante : 




^Mjl a la fonnule (Id) suivante : 
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5. Substrat selon l'une quelconque des revendications 1 a 4, caracteris6 par le fait que 
R2 ou la L-alanine est couple a un agent de blocage. 

6. Milieu de culture utilisant au moins un substrat chromogenique enzymatique, selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 5, seul ou en combinaison avec au moins un autre 
substrat enzymatique specifique d'une activite enzymatique differente de celle detectee par le 
substrat selon I'invention. 

7. Milieu, selon la revendicauon 6, caracterise gar le fkit q n'il est constitue par un 
milieu gelifie. 

8. Utilisation des substrate chromogeniques enzymatiques, tels que definis dans l'une 
quelconque des levendications 1 a 5, ou d'on milieu de culture, selon l'une quelconque des 
revendications 6 ou 7, pour la detection chez des micro-organismes d'au moins une activite 
aminopeptidase. 

9. Utilisation des substrate chromogeniques enzymatiques, tels que definis dans l'une 
quelconque des revendications 1 a 5, ou d'un milieu de culture, selon l'une quelconque des 
revendications 6 ou 7, pour separer les bacteries a coloration a Gram positif des bacteries a 
coloration a Gram negatif. 
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10. Procede pour la detection chez des micro-organismes d'au moins une activity 
aminopeptidase, caract6ris6 en ce au'il consiste k : 

• disposer d'un milieu de culture, selon Tune quelconque des revendications 6 ou 7, 

• ensemencer le milieu avec un echantillon biologique a tester, 

• laisser incuber, et 

• reveler la presence d'au moins une activite aminopeptidase seule ou en combinaison avec 
au moins une autre activite enzymatique differente d'une activite aminopeptidase. 

11. Procede pour la differentiation chez des bact£ries de leur appartenance aux 
gennes du type Gram positif ou aux germes du type Gram negate caracterise en ce qn'il 
consiste a : 

• disposer d'un milieu de culture, selon Tune quelconque des revendications 6 ou 7, 

• ensemencer le milieu avec un Echantillon biologique k tester, 

• laisser incuber, et 

• reveler la presence d'au moins une coloration synonyme de la presence de germe(s) du 
type Gram negatif. 

12. Procede, selon l'une quelconque des revendications 10 ou 11, caracteris6 en ce 
que, lorsque l'azote en position 10 du groupement acridine n'est pas quaternise, la revelation 
de la presence d'au moins une activite aminopeptidase est realisee par l'ajout d'acide, 
preferentiellement d'acide chlorhydrique, d'acide ac&ique ou d'acide citrique, sur la culture. 
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